Action des flavacoumarines (aflatoxines) sur les petits crustacés d'eau douce. Possibilité de création d'un test biologique by Jacquet, J. & Boutibonnes, P.
Action des flavacoumarines (aflatoxines) 
sur les petits crustacés d'eau douce. 
Possibilité de création d'un test biologique 
par J. JACQUET et P. BouTIBONNES 
L'action léthale, toxique, cancérogène, des substances secrétées 
par Aspergillus flaçus a fait l'objet de travaux considérables. Et, 
cependant, les invertébrés ont été beaucoup moins souvent interro­
gés que les chordés. En ce qui concerne l'immense embranchement 
des arthropodes, ce sont surtout les insectes, soit adultes, soit à 
l'état d'œufs ou de larves qui ont été utilisés (BEARD et WALTON [2] 
BEARD [1], MATSUMURA et KNIGHT [10]). Cependant, BROWN [6] [7], 
BROWN et coll. [8] ont réalisé de 1967 à 1969 une expérimentation 
sur la crevette Artemia salina montrant que sa sensibilité était 
influencée par la température et qu'à 37°5 C, une teneur de 0,5 µg 
d'aflatoxine provoquait la mort de 60 p. 100 des animaux en 
24 heures et 1 µg/ml de 90 p. 100. Nous avons pensé intéressant 
d'étudier le comportement d'autres entomostracés, très fréquents 
dans les mares de notre pays et par conséquent très faciles à se 
procurer. 
Qu'on nous permette, tout d'abord, une observation préalable 
concernant le vocabulaire scientifique. Découverte en 1961 par 
SARGEANT et coll. [11], la «toxine» d'Aspergillus flaCJus était 
baptisée aflatoxine par STEVENSON [12]. Nous avons déjà eu 
l'occasion de dire ce que nous pensions de ce vocable, formé d'une 
façon différente des autres termes chargés de désigner des substances 
analogues, comme la clavatoxine, la candidotoxine, l'ochratoxine, 
la nidulotoxine, pour rester parmi les Aspergillus, sans compter que 
la voyelle (( a » initiale évoque beaucoup plus une idée privative que 
le début d' Aspergillus. Aussi, préférions-nous nous servir du vocable 
de flavatoxine. Mais, on peut se demander, à la suite de CHEYMOL 
et coll. [9], si le terme de toxine, employé abusivement un peu 
partout a encore un sens précis. Si l'on tente de lui attribuer une 
définition restreinte (substance à grosse molécule, toxique, de 
nature protéique, à pouvoir antigénique et d'origine biologique) on 
conviendra que les mycotoxines, et pas plus !'aflatoxine que les 
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autres, ne sont des toxines et qu'il faut en conséquence les 
rebaptiser. Dans le cas particulier qui nous occupe, les formes B, 
G et M étant toutes des dérivés (très proches les unes des autres en 
fin de compte) de la coumarine, nous nous proposons de nous servir 
du terme de flavacoumarines, pour les substances toxiques, de 
nature chimique convenable, produites par A. fla'1us et quelques 
autres espèces de champignons. 
1. - TECHNIQUE 
Les animaux sont prélevés au compte-gouttes dans de l'eau de 
mare, rincés dans de l'eau distillée et répartis par lots de 5 dans de 
petites salières en verre contenant chacune 0,5 ml d'eau distillée de 
pH 6,8-7 ,2. Pour les lots tests, on ajoutera à ce milieu des quantités 
voulues de la substance à étudier. Chaque salière est placée dans une 
boîte de Pétri, à côté d'un morceau de coton hydrophile imprégné 
de 5 ml d'eau, de façon à éviter l'évaporation du liquide. Les 
boîtes refermées sont déposées dans une étuve à 20 °C ,où la lumière 
est très faible, les flavacoumarines se détruisant très facilement et 
très vite, surtout lorsqu'elles sont très diluées, si l'on ne prend pas 
cette précaution. La lecture s'effectue au bout de 3-6-12-24 et 
48 heures sous une loupe binoculaire. 
Nous avons préparé la substance toxique utilisée dans cette note 
à partir d'une culture d'A. parasiticus qui fournit un mélange de 
flavacoumarines B (40 p. 100) et G (60 p. 100). La purification est 
effectuée à l'aide de la dissolution dans le mélange méthanol-eau, avec 
lavage d'abord à l'hexane puis à l'éther de pétrole, enfin, reprise 
par le chloroforme, et passage sur une colonne de silice et élution 
dans le mélange chloroforme : méthanol. Nous avons vérifié à 
l'aide du réactif à la ninhydrine sur un chromatogramme qu'il n'y 
avait pas trace d'acide aminé. 
Il. - SENSIBILITÉ RELATIVE DES ENTOMOSTRACES D'EAU DOUCE 
A LA FLAVACOUMARINE 
Trois espèces de petits crustacés appartenant tous au groupe des 
entomostracés sont extrêmement fréquents : les Cyclops de la sous­
classe des copépodes, les Cypris appartenant à celles des ostracodes, 
enfin les daphnies qui se rangent parmi les branchiopodes. Ce sont 
ces dernières, Daphnia pullex L. qui se montrent de beaucoup les 
plus sensibles, les Cyclops étant les plus résistants (tableau 1). 
Comme il est très facile de les reconnaître, ce sont eHes seulement 
qui seront retenues dans la suite de cette communication. Elles se 
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TABLEAU 1 
Sensibilité de quelques crustacés d'eau douce aux fl,avacoumarines 
Nombre de morts après un 
Taux de toxique Espèce Nombre temps de contact variable par ml d'animaux 
3 h  6 h  12 h 24 h 48 h 
-- -- -- --
--
Daphnies 20 0 0 0 0 5 
0 (Témoin) Cyclops 20 0 0 0 0 0 




Daphnies 19 0 0 3 19 19 
2,5 [.Lg Cyclops 14 0 0 0 0 0 





Daphnies 20 0 2 8 20 20 
5 µg Cyclops 16 0 0 0 0 0 





Daphnies 21 1 2 7 20 20 
10 µg Cyclops 20 0 0 0 1 1 




Daphnies 20 8 11 14 20 20 
25 µg Cyclops 16 0 0 0 0 1 




Daphnies 32 10 20 24 32 32 
50 µg Cyclops 17 0 0 0 1 1 
Cypris 19 0 2 6 11 15 
conservent bien au laboratoire dans de grands cristallisoirs conte­
nant des filaments d'algues (spirogyres) et leur reproduction par 
parthénogenèse d'avril à octobre en fait une population très 
homogène sur laquelle il est facile de travailler dans d'excellentes 
conditions ( 1 ). Les tableaux II et II 1 montrent une bonne constance 
des résultats en ce qui concerne ces cladocères et confirment les 
sensibilités relatives des espèces. 
En 24 heures, la mortalité n'excède jamais 15 p. 100 dans les lots 
témoins, tandis qu'après 48 heures de conservation en salière, les 
animaux sont moins vifs et le pourcentage des décédés atteint 
25 p. 100, parfois même 50 p. 100. L'immobilisation des daphnies 
est rapide pour des taux de flavacoumarine supérieurs à 10 !Lg/ml. 
Avec des doses subléthales de 0,5 µg à 1 µg, le nombre de jeunes 
parthénogétiques est réduit par rapport aux témoins ; mais, il 
(t) L'apparition de mâles et d'œufs en période hivernale laisse peut-être 
d'aussi bonnes, sinon meilleures conditions d'expérimentation. 
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TABLEAU II 
Constance relative du nombre d'animaux morts 




0 Témoin ............... 0/5 0/6 1/5 0/6 0/5 0/5 0/6 1/8 
2,5 µg .................... 5/5 4./5 4./4. 7/7 5/5 4./4. 5/5 4./4. 
5 µg . . ................... 5/5 6/6 7/7 5/6 6/6 5/5 6/6 6/6 
10 µg . . . .... . ............. 5/5 5/6 5/5 6/6 8/8 7/7 4./4. 5/5 
25 µg ............. . ....... 6/6 4./4. 5/5 6/6 7/7 5/5 5/5 6/6 
50 µg ..... . ......... . .... . 5/5 5/5 5/5 6/6 8/8 5/5 5/5 7/7 
TABLEAU III 
Constance relative du nombre d'animaux morts par rapport au nombre 
des deux autres espèces d'entomostracés expérimentées, au bout de 24. heures de contact 
Taux 
de flavacoumarine 
par ml Cypris Cyclops 
O (lot témoin) ......... 1/4. 0/6 0/6 0/4. 0/5 0/6 0/5 





. ................ 0/4. 0/6 0/4. 0/8 0/5 0/6 0/4. 
...... .. .......... 0/4. 0/5 0/3 0/6 0/5 0/5 0/5 
...... . .......... 1/3 1/6 1/4. 1/6 0/5 0/4. 0/5 
.. . ... . .... . ..... 2/3 0/6 2/4. 4./7 0/5 0/6 0/4. 
paraît, au contraire, s'élever pour des teneurs inférieures, de l'ordre 
de 0,01 µg/ml, comme s'il y avait inversion d'action et alors appari­
tion d'une sorte de protection partielle des crustacés. 
La combinaison concentration/temps de contact pour obtenir 
une mortalité proche de 100 p. 100 aboutit à 1 µg/ml pendant 








Pourcentages de daphnies mortes selon le temps de contact avec la fiavacoumarine 
Taux Nombre 
de flavacoumarine d'animaux 
par ml expérimentés 3 h 6h 12 h 24. h 48h 
0 Témoin .......... 77 0 0 5,19 8,9 21,6 
0,01 µg . . ......... 20 0 0 5,0 5,0 20,0 
0,05 µg . .......... 19 0 0 5,2 10,4. 32,0 
0,1 µg 
. ........... 30 3,3 3,3 3,3 13,3 50,0 
0,25 µg . .... . ..... 69 0 2,8 5,6 37,6 92,3 
0,5 µg 
. .. . . . ... . . . 75 0 8,0 22 72,2 96,0 
1 µg 
.
........ . . . 76 2,6 3,9 39,4. 98,3 100 
2,5 µg . ...... . . . . . 19 0 10,2 42,1 100 100 
5 µg ....... . . . . . 45 2,2 11,1 43 100 100 
TABLEAU V 
Pourcentages de morts obtenus sur les daphnies avec des substances voisines des flavacoumarines 
ou des métabolites courants des Aspergillus 
Coumarine Acide kojique (a) Acide citrique (a) 
Teneur d'un ml 
de solution Nombre Nombre Nombre 
d'animaux 3 h 6 h 12 h 24 h 48 h d'animaux 3 h 6 h 12 h 24 h 48 h d'animaux 3 h 6 h 12 h 
expérimentés ex péri men tés expérimentés 
- - -- -- -- - -- -- -- -- - - --
0 Témoins .... 15 0 0 0 0 26,0 12 0 0 0 0 20 10 0 0 0 
0,1 µg . . .. . . . . . 10 0 0 0 0 20,0 12 0 0 0 20 40 10 0 0 0 
1 µg . . . . . . . . . 15 0 0 0 1 0 26,0 12 0 0 20 20 40 10 0 0 0 
10 µg .. . . . . . . .  15 0 0 0 0 46,6 12 0 0 0 8, 3 16,6 10 0 0 0 
100 µg . . . . . . . . . 15 0 0 0 20 60,0 12 0 0 33,3 50 66,6 20 0 0 0 
1 mg . . . . . . . . 12 0 16,5 33,3 50 60,0 10 100 100 100 
10 mg . . . . . . .. 12 66,6 100 100 100 100 10 100 100 1 100 
1 
(a) Pour des concentrations de 10.000 f,g/ml, 1.000 µg/ml, 100 µg/ml les pH des solutions sont respectivement : 
pour l'acide citrique : ,3 ; 2,8 ; 3,5. 
pour l'acide kojique : 4,5; 5,1 ; 6,4. 









304 BULLETIN DE L'ACADÉMIE 
III. - SENSIBILITÉ DES DAPHNIES 
A DIVERS AUTRES AGENTS 
Il est important de voir si, aux concentrations trouvées, la 
toxicité est particulière à l'aflatoxine, ou non. Aussi, avons-nous 
entrepris quelques essais comparatifs. 
1° Nous avons, d'abord, examiné des substances produites par les 
Aspergillus d'une façon extrêmement fréquente comme l'acide 
kojique et l'acide citrique, dont les propriétés antibactériennes 
avaient été envisagées par l'un de nous [4]. Nous y avons ajouté 
un corps secrété beaucoup plus rarement par les Aspergillus, la 
pénicilline qui a, par ailleurs, le mérite de représenter ici le grand 
groupe des antibiotiques. 
2° La parenté chimique des flavacoumarines nous a entraîné à 
explorer inévitablement l'activité de la coumarine elle-même. 
3° Une autre voie était possible, celle des toxiques généraux des 
cellules et des êtres vivants, comme le cyanure de potassium ou le 
sublimé. Il paraissait curieux d'y adjoindre une autre substance 
minérale, le chlorure de sodium, les animaux d'eau douce tolérant 
souvent très mal la présence de sel. 
4° Il était évident que des substances antiparasitaires méritaient 
d'être essayées. Nous n'en avons retenu que deux, une minérale, le 
sulfate de cuivre, l'autre organique, le thiabendazole dont nous 
avons, d'ailleurs, noté déjà les effets sur les Aspergillus [3]. 
5° Enfin, pour terminer, nous avons cherché l'effet d'une toxine 
bactérienne vraie. Mais, beaucoup d'autres pourraient interve_nir 
dans cette liste. 
Si l'on prend comme critère la destruction à 100 p. 100 en 
TABLEAU VI 
Pourcentages de daphnies mortes sous l'infiuence de la pénicilline G 
Nombre 
Concentration d'animaux 
par ml expérimentés 3h 6h 12 h 24 h 
0 Témoin ........ . .. 19 0 0 0 5 
1 u. 1. . ...... .. . .... 20 0 0 0 5 
10 u. 1 . ............. 20 5 5 5 10 
100 u. 1. ............ 25 0 0 8 8 
1.000 u. 1. . ......... 25 0 0 0 4 
10.000 u. 1. . ........ 25 0 4 8 8 










Action de quelques substances minérales toxiques à titres divers pour les daphnies 
Chlorure de Sodium 1 Chlorure mercurique 
Concentration 1 p. 100 d'animaux morts p. 100 d'animaux morts par ml Nombre au bout de: Nombre au bout de: 
d'animaux d'animaux 
expérimentés 
3 h 6 h 12h 24 h 48 h 
expérimentés 
3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 
0 Témoin .. 
0,01 µg ... 
0,1 µg .... 
1 µg ...... 
10 µg ...... 
100 µg ...... 
1 mg ..... 
10 mg ..... 

















0 0 10 10 
14 
14 
0 20 80 14 
0 20 100 7 
10 10 90 7 
40 100 100 7 
100 100 100 
100 100 100 1 
(1) En réalité la mort est obtenue au bout de 45 minutes. 
(2) La mort est obtenue au bout de 10 minutes. 
(2) Les sujets sont tués en 4 heures. 
(4) La mort survient au bout de 30 minutes. 
-- -- --
-- --
0 0 0 0 10 
0 0 0 0 7,1 
0 0 0 57 100 
0 0 71,4 100 100 
14,2 100 (3) 100 100 100 
100 100 (4) 100 100 100 
100 100 (4) 100 100 100 
Cyanure de Potassuim 
1 p. 100 d'animaux morts Nombre au bout de: d'animaux 
expérimentés 





10 0 0 0 0 0 
10 0 0 0 10 30 
10 0 0 0 0 30 
10 0 0 0 0 40 
10 0 0 0 0 30 
10 100 (1) 100 100 100 100 

















Pourcentages de daphnies mortes obtenues par action de deux substances antiparasitaires de type différent 
= 




Concentra- Nombre Nombre � 
tion d'animaux d'animaux ; 
par ml expérimentés 3h 6h 12 h 28 h 48 h 3 h 6 h 12 h 24 h 48 h 
� 
toj 
0 (Témoin 10 0 0 0 10 30 10 0 0 0 0 10 t"' 0,1 µ.g . 10 0 0 0 50 100 10 0 0 0 50 80 ... � 1 µ.g .. 10 100 100 100 100 100 10 0 0 0 70 100 C":> 
> 10 µ.g 10 100 100 100 100 100 10 0 0 0 90 100 � 100 µ.g 10 100 100 (1) 100 100 100 10 0 10 30 100 100 l':I· 
51:: 1.000 µ.g 10 100 100 100 100 100 10 0 0 20 100 100 
;; 
10.000 µ.g 10 100 100 100 100 100 
(1) En 1 h 30. 
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24 heures, l'échelle suivante s'établit en comparant les résultats 
des tableaux VI à IX à ceux du tableau IV: 
- Sulfate de cuivre : 1 µg/ml (en fait, en 3 heures). 
- Chlorure mercurique ( 1) : 1 µg/ml. 
- Flavacoumarine : 1 µg/ml. 
- Thiabendazole : entre 10 et 100 µg/ml. 
- Cyanure de potassium : 100 µg/ml. 
- Coumarine : plus de 100 µg/ml. 
- Chlorure de sodium : 1 mg/ml. 
Il faut laisser un peu à part des produits difficiles à comparer avec 
les autres, mais qui sont ici peu actifs: la pénicilline (10.000 U. I./ml) 
et la toxine staphylococcique � dont il faut utiliser la dilution au 
1/10. 
TABLEAU IX 
Pourcentages de daphnies mortes sous l'influence de la toxine staphylococcique fj 
de l' 1 nstitut Pasteur 
Nombre Animaux morts au bout de : 
Concentration d'animaux 
par ml expérimentés 3h 6h 12 h 24 h 
0 (Témoin) ..... 10 0 0 0 20 
t/100.000 ...... 10 0 0 0 0 
1/10.000 ... ... . 10 0 0 20 30 
t/1.000 . . .... .. 20 0 0 0 50 
1/100 .......... 20 0 0 10 60 
t/10 ........... 10 0 70 80 100 
Pure .. . . . . . . . . 10 100 (1) 100 100 100 
(1) 100 p. 100 de morts au bout de 5 mn. 
VI. - CRÉATION D'UN TEST BIOLOGIQUE RAPIDE 
DES FLAVACOUMARINES 
La facilité d'obtention des daphnies, au moins à certaines périodes 
de l'année, l'utilisation de petits volumes de liquide, la grande 
toxicité des flavacoumarines permettent de faire un test biologique 
rapide (24 heures} et relativement spécifique. La certitude devient 
grande, si l'on part du raclage d'un chromatogramme en gel de silice 
qui emporte l'endroit où était la tache révélatrice, compte tenu, par 
ailleurs, du fait que les substances recherchées ont été extraites 
(t) Ce dernier est, en fait, plus toxique et produit une destruction à 100 
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préalablement par des solvants qui n'entraînent pas les autres 
corps capables de tuer les daphnies dans les mêmes conditions de 
temps et de concentration, et dont certains, il faut l'avouer, ne 
risquent guère de se trouver dans les aliments. 
Ajoutons que ce test ne doit servir qu'après les recherches 
chromatographiques (51, qu'il vient en quelque sorte étayer et ne 
doit jamais être utilisé seul. 
Enfin, à partir d'un aliment faiblement pollué, il est presque 
toujours possible d'atteindre la teneur léthale pour les daphnies : 
avec de la flavacoumarine au taux de 0,1 partie par million dans 
un produit, il suffit, pour y arriver, de disposer de 5 g d'échantillon. 
Comme, par ailleurs, l'estimation quantitative a été faite avant 
cette recherche biologique, l'ajustement à la teneur léthale de 
1 µg/ml apporte encore une garantie supplémentaire. 
VII. - CONCLUSION 
Un petit crustacé d'eau douce, très fréquent dans les mares, 
Daphnia pulbex L. se montre très sensible aux flavacoumarines 
(aflatoxines) : il est tué quasi à 100 p. 100 en 24 heures à 20 °C avec 
une concentration de 1 µg/ml. Seuls, le sulfate de cuivre et l e  
sublimé sont un peu plus toxiques. Le thiabendazole et l e  cyanure 
de potassium sont moins nocifs (plus de 10 fois et 1 OO fois moins 
respectivement). La coumarine, la pénicilline, le chlorure de sodium, 
la toxine staphylococcique � sont encore moins actifs. 
Il est possible d'établir avec ces entomostracés un test biologique 
simple qui vient confirmer les résultats antérieurs de la chroma­
tographie. 
(Laboratoire de Microbiologie 
de la Faculté des Sciences de Caen). 
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